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5 Filtrationsverfahren zur Trennung von Viren 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Trennung von Viren unterschiedli- 
cher Grofie, wobei die Virus-enthaltende Losung vorzugsweise iiber eine 
Oder mehrere Filtermembranen filtriert wird, 

10 

Das urspriingliche Ziel der Gentherapie war es, genetische Erkrankungen 
durch geeignete genetische Veranderungen von Korperzellen zu heilen. 
Heutzutage wird der BegrifF Gentherapie auf genetisch veranderte Zellen 
ausgedehnt, die auch fur die Heilung von nicht genetisch bedingten Er- 
15 krankungen, v^ie beispielsweise virale Erkrankungen, therapeutisch eingesetzt 
werden konnen. 

Fiir die genetische Veranderung von therapeutisch wirksamen Zellen sind 
geeignete Verfahren zur Ubertragung der Nukleinsaure, DNA oder RNA, 

20 notwendig, die die genetische Veranderung der Zelle verursachen. Die zu 
libertragenen Nukleinsauren werden haufig auch als sogenannte Transgene 
bezeichnet, selbst wenn sie nicht die Funktionen eines Gens ausiiben, z. B. 
anti-sense Nukleinsauren. Neben dem direkten Gentransfer von sogenannten 
nackten Nukleinsauren haben sich auch genetisch veranderte Viren fiir den 

25 Gentransfer als geeignet erwiesen. Zur Zeit werden u. a. Retroviren, Adeno- 
viren oder Adeno-assoziierte Viren (AAV) genetisch verandert, damit sie als 
Trager (viraler Vektor) des oder der Transgene fur den Gentransfer ver- 
wendet werden konnen. Ein wesentlicher Gesichtspunkt bei der Entwicklung 
geeigneter viraler Vektoren sind Sicherheitsaspekte bei der Anwendung dieser 

30 Vektoren in der Gentherapie. Daher werden im allgemeinen replikations- 
defiziente Viren entwickelt, also Viren, die zwar eine Zelle befallen und das 
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Oder die Transgene auf die Zeile ubertragen konnen, sich in dieser Zelle 
jedoch nicht selbst vermehren kormen. Dies wird beispielsweise dadurch 
erreicht, daB man fiir die Virusvermehrung wichtige Gene, beispielsweise die 
fur Strukturproteine kodierenden Gene, deletiert und gegebenenfalls an deren 

5 Stelle das oder die Transgene einbaut. Bei der Herstellung groBerer fur die 
gentherapeutische Verwendung geeigneter Mengen von nicht vermehrungs- 
fahigen Viren sind sogenannte Helferviren notwendig, die den Defekt bei 
einem nicht vermehrungsfahigen Virus in der Zelle kompensieren. Die 
folgenden Beispiele zu retroviralen Vektoren und Adeno-assoziierten Vek- 

10 troren soUen das allgemeine Prinzip naher eriautem: 

Replikationsdefiziente retrovirale Vektoren leiten sich von Wildtyp-Retroviren 
ab, die eine eigene Familie von eukaryotischen Viren darstellen, deren 
genetisches Material (Strukturgene und regulatorische Gene) aus einzelstrangi- 
15 ger RNA besteht. Die Viren bestehen aus spharischen, umhiillten Virus- 
partikeln mit einem Durchmesser von ca. 80-120 nm und einer inneren 
Kapsel, die zwei Kopien der genomischen RNA in Form eines Ribonucleo- 
proteins enthalt. Fur die Herstellung retroviraler Vektoren werden beispiels- 
weise ein Oder mehrere Strukturgene (gag, pol und/oder env) durch das oder 
20 die Transgene ersetzt. Die am 5'- und am 3'-Ende noch vorhandenen LTR- 
Regionen ("long terminal repeats") enthalten als cis-aktive Elemente regulato- 
rische Sequenzen, wie z. B. einen Promoter, Polyadenylierungssignale und 
fiir die genomische Integration notwendige Sequenzen. Der retrovirale Vektor 
kann daher lediglich die LTR-Regionen enthalten, die das oder die Trans- 
25 gene begrenzen. Fur die Vermehrung eines replikationsdefizienten retroviralen 
Vektors wird daher beispielsweise ein Helfervirus, das ein oder mehrere der 
oben genannten retroviralen Strukturgene enthalt, benotigt und so das oder 
die deletierten Strukturgene komplementiert (Whartenby, K. A. et aL (1995) 
Pharmac. Ther., 66, 175-190). 

30 
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Replikationsdefiziente Adeno-assoziierte Virusvektoren leiten sich vom Wild- 
typ-AAV ab, das ein nicht-autonom replizierender Vertreter der Parvoviren 
ist und einen einzelstrangigen DNA Virus mit einem Durchmesser von ca. 
25 nm darstellt. Bis heute kann man die serologisch unterschiedlichen Typen 

5 AAV-1, AAV-2, AAV-3. AAV-4 und AAV-5 unterscheiden. AAV-Viren 
konnen entweder in das Genom der Wirtszelle integrieren Oder in Anwesen- 
heit eines Helfervirus in den Wirtszellen replizieren. AIs mogliche Helfervi- 
ren wurden zuerst Adenoviren gefunden. Adenoviren bilden beispielsweise in 
Vertebraten eine Gruppe von mehr als 80 serologisch unterscheidbare Seroty- 

10 pen und enthalten eine auBere, idosaederformige ProteinhuUe (Capsid) und 
einen inneren DNA-Protein-Zentralkorper (Core). Das Capsid ist wiederum 
aus 252 Untereinheiten, sogenannte Capsomere, zusanunengesetzt. Die 
Adenoviren besitzen im allgemeinen einen Durchmesser von ca. 70-90 nm 
und enthalten eine doppelstrangige, lineare DNA als genetisches Material, an 

15 deren 5'- und 3'-Enden ITR-Regionen ("inverted terminal repeats") sitzen. 
Die Replikation von AAV (lytische Phase) benotigt nun insbesondere die 
Expression friiher adenoviraier Gene, wie z. B. das Ela-, Elb-, E2a- und 
E4-Gen und die VA-RNA (Kotin, R. M. (1994) Human Gene Therapy, 5, 
793-801). Es eignen sich jedoch auch andere Helferviren, wie z. B. Herpes- 

20 viren, eine Gruppe human- und tierpathogener doppelstrangiger DNA-Viren 
mit einem Durchmesser von ca. 120-200 nm, wobei das Capsid eine Ikosae- 
derstniktur aufweist und aus 162 Capsomeren aufgebaut ist. Die Herpesviren 
lassen sich in drei Unterfamilien unterteilen, wobei zu den Alphaherpesviri- 
nae z. B. Herpes simplex-Viren (HSV) Typ 1 und Typ 2 gehoren, zu den 

25 Betaherpesvirinae z. B. das Cytomegalievirus (CMV) und zu den Gammaher- 
pesvirinae z. B. das Epstein-Barr- Virus (EBV). 

Analog den retroviralen Vektoren konnen fur die Herstellung Adeno-assozi- 
ierter Vektoren beispielsweise ein oder mehrere fur die Replikation notwen- 
30 dige rep-Gene (z, B. rep 40, rep 52, rep 68 und/oder rep 78) oder die fur 
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die Capsidstruktur notwendigen cap-Gene (z. B. VP-1, VP-2 und/oder VP-3) 
durch das oder die Transgene ersetzt werden. Die am 5'- und am 3'-Ende 
noch vorhandenen ITR-Regionen sind als cis-aktive Elemente zur Verpackung 
des Transgens in infektiose rekombinante AAV-Partikel sowie fur die DNA- 
5 Replikation des rekombinanten AAV-Genoms erforderlich (Kotin, R. M. 
(1994), supra). 

Ein vorteilhaftes Verfahren zur Herstellung groBerer Mengen an rekom- 
binanten AAV-Partikeln ist die Kotransfektion einer eukaryotischen Zelle mit 

10 zwei rekombinanten AAV*Plasmiden und einem Helfervirus (Chiorini, J. A, 
et al. (1995) Human Gene Therapy, 6, 1531-1541). Der erste rekombinante 
AAV-Vektor enthait das oder die Transgene, welche von den beiden ITR- 
Regionen begrenzt werden. Das zweite rekombinante AAV-Plasmid enthait 
die AAV-Gene, die fur die Herstellung der Partikel benotigt werden (rep- 

15 und cap-Gene). Das Fehlen funktioneller ITR-Regionen im zweiten Vektor 
verhindert die Verpackung der rep- und cap-Gene in AAV-Partikel und 
damit die Entstehung von unerwunschtem Wildtyp-AAV. Anschliefiend 
werden Saugerzellen, beispielsweise COS-7 Zellen, die sowohl fur die 
rekombinanten AAV-Vektoren als auch fur das Helfervirus, beispielsweise 

20 Adenovirus, permissiv sind, d.h. die Voraussetzungen zur Infektion und zur 
Replikation bieten, mit den beiden rekombinanten AAV-Vektoren und dem 
Helfervirus transfiziert. Als Helfervirus ist insbesondere das Adenovirus 
geeignet, da es ein breites Spektrum von Zielzellen infizieren und in den 
Zellen selbst replizieren kann. Bei der Kultivierung der transfizierten Zellen 

25 erfolgt die Expression der AAV-Nichtstrukmrproteingene, der AAV-Struktur- 
proteingene, die Replikation von Transgen-DNA und die Verpackung und der 
. Zusanunenbau der rekombinanten AAV-Partikel (r AAV-Partikel). Die r AAV- 
Partikel enthalten das oder die Transgene, beidseitig flankiert von den ITR- 
Regionen, in Form einzelstrangiger DNA. Gleichzeitig repliziert das Helfer- 

30 virus in diesen Zellen, was bei Adenoviren als Helferviren nach einigen 



BNSDOCI0:<WO 9839420A1> 



wo 98/39420 



- 5 - 



PCT/EP98/01257 



Tagen im allgemeinen mit der Lyse und dem Tod der infizierten Zellen 
endet. Die entstandenen Viren (Adenoviren und rAAV-Partikel) werden 
hierbei teilweise in den Zellkulturiiberstand freigesetzt oder verbleiben in den 
lysierten Zellen. Daher werden im allgemeinen fur eine im wesentlichen 
vollstandige Freisetzung der Viren die Zellen mit dem Fachmami bekannten 
ZellaufschluBmethoden, wie z. B. abwechselndes Einfrieren und Auftauen 
Oder mit Hilfe einer enzymatischen Hydrolyse beispielsweise mit Trypsin 
(Chiorini, J. A. et al, (1995), supra), aufgeschlossen. 

Bin wesentlicher Nachteil bei der Herstellung von viralen Vektoren mit Hilfe 
von Helferviren ist das Entstehen einer Mischpopulation aus rekombinanten 
Viruspartikeln und Helferviren, die weiter gereinigt werden muB. Insbesonde- 
re sind Adenovirus-Kontaminationen bei der Verwendung von viralen Vekto- 
ren in der Gentherapie wegen der potentiellen Pathogenitat zu vermeiden 
bzw. zu minimieren. 

Ubliche Verfahren zur Abreicherung bzw. Abscheidung von beispielsweise 
Adenoviren aus Mischpopulationen mit beispielsweise AAV-Partikeln sind die 
Dichtegradientenzentrifugation, Hitzeinaktivierung oder eine Kombination 
beider Methoden. Die Wirkungsweise der Dichtegradientenzentrifugation 
beruht in diesem Fall auf einem geringfugigen Unterschied in der Dichte der 
Adenoviren (1,35 g/cm^) und der AAV-Partikel (1,41 g/cm^), der beispiels- 
weise in der CsCl-Dichtegradientenzentrifugation ausgenutzt werden kann. 
Aufgrund des geringen Dichteunterschiedes der Viren und der ca. 10- bis 
100-fach hoheren Menge an Adenoviren als an AAV-Partikeln, liegen die 
Bereiche, in denen sich die AAV-Partikel und die Adenoviren nach der 
CsCl-Dichtegradientenzentrifugation befinden, sehr nahe, so daB eine quantita- 
tive Tremiung der beiden Viren durch einen oder mehrere Dichtegradienten 
nicht moglich ist, Zudem muB sich die Mischpopulation in einem relativ 
geringen Volumen befinden, da die Dichtegradientenzentrifugation nur mit 
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relativ wenig Volumen durchgefiihrt werden kann. Eine routinemaJiige 
Anwendung im industriellen Maflstab ist daher technisch und finanziell nicht 
moglich. Zudem kann eine quantitative Abscheidung von Adenoviren aus der 
Mischpopulation nicht erreicht werden, 

5 

Die Wirkungsweise der Hitzeinaktivierung beruht auf einer unterschiedlichen 
Thermostabilitat von beispielsweise Adenoviren und AAV-Partikeln. Die 
Erwarmung einer Mischpopulation aus Adenoviren und AAV-Partikeln auf 
56-65 fiihrt zu einer mehr oder v^eniger selektiven Hitzeinaktivierung der 
10 Adenoviren unter nur geringem Aktivitatsverlust der AAV-Partikel. Nachteil 
dieser Methode ist jedoch, dafi bei der gentherapeutischen Anwendung die 
noch in der Praparation vorhandenen denaturierten Adenovirus-Proteine eine 
Starke zellulare Immunantwort beim Patienten hervorrufen konnen (Smith, C. 
A. et al. (1996) J. Virol., 70, 6733-6740). 

15 

Es ist auch bekannt, daB zur Abtrennung viraler Kontaminationen aus 
biopharmazeutischen Produkten, die frei von Viren sein mussen, FiUermem- 
branen mit einer Porengrofie, die eine Abscheiderate von Partikeln im 
Nanometerbereich gewahrleistet, eingesetzt werden konnen (Scheiblauer, H. 
20 et al. (1996), Jahrestagung der Geseilschaft fur Virologie, Abstract Nr. 
P54). Scheiblauer et al. (1996, supra) weist zwar darauf hin, dafi die Viren 
aufgrund ihrer GroBe zuriickgehalten werden, von einer quantitativen Tren- 
nung verschiedener Viren wurde jedoch nicht berichtet. 

25 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verfahren bereitzustel- 
len, bei dem unterschiedliche in einer Mischpopulation enthaltene Viren 
voneinander getrennt werden konnen und das auch bei groBeren Volumen 
angewandt werden kann. 
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Es wurde nun uberraschenderweise gefunden, dafi eine im wesentlichen 
quantitative bzw, fur die Verwendung in der Gentherapie ausreichende 
Trennung von Viren unterschiedlicher GroBe durch eine Oder mehrere 
Filtrationen einer Virus-enthaltenden Losung auf eine einfache und auch im 
5 industriellen MaBstab anwendbare Weise erreicht wird. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur 
Trennung von Viren unterschiedlicher GroBe, wobei eine Virus-enthaltende 
Losung vorzugsweise uber eine oder mehrere Filtermembranen filtriert wird. 

10 

Vorteilhafterweise bestehen die Filtermembranen aus Polyvinylidenfluorid, 
Polytetrafluormethylen, Polypropylen, modifiziertes oder nicht-modifiziertes 
Polyethersulfon, Zelluloseacetat, Zellulosenitrat, Polyamid oder regenerierte 
Zellulose, beispielsweise Cuprammonium-regenerierte Zellulose, vorzugsweise 

15 aus Polyvinylidenfluorid. Derartige Membranen mit einer PorengroBe, welche 
die Abscheidung von Partikeln mit einer GroBe von ca. 40-400 nm erlau- 
ben, sind beispielsweise die Ultipor Membranen der Fa. Pall GmbH, 63303 
Dreieich, mit einer Porenweite von ca. 50 nm oder ca. 100 nm, die Asahi 
Chemical's Bemberg Microporous Membranen der Fa. Asahi Chemical 

20 Industry Ltd., Tokio, Japan, mit einer Porenweite von ca. 15 nm, ca. 35 
nm Oder ca. 72 nm, oder entsprechende Membranen der Fa. Sartorius AG, 
37075 Gottingen oder Schleicher und Schuell GmbH, 37582 Dassel. Im 
allgemeinen haben die Filtermembranen gemaB der vorliegenden Erfindung 
eine Porenweite, die die Abscheidung von Partikeln von bis zu ca. 120 nm, 

25 insbesondere von bis zu ca. 60 nm, vor allem von bis zu ca. 50 nm, vor- 
zugsweise von ca. 25-60 nm erlaubt. Die Auswahl eines Filters mit ge- 
eigneter Porenweite richtet sich in erster Linie nach der GroBe der zu 
trennenden Viren, die im allgemeinen einen Durchmesser von bis zu ca. 250 
nm, vorzugsweise bis zu ca. 120 nm, insbesondere bis zu ca. 60 nm 

30 besitzen. Ein weiteres Auswahlkriterium bei der Auswahl eines Filters mit 
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geeigneter Porenweite ist der GroBenunterschied der zu trennenden Viren, 
der im allgemeinen mindestens ca. 5 nm, vorzugsweise mindestens ca, 10 
nm, insbesondere mindestens ca. 20 nm, vor allem mindestens ca. 30 nm 
and am meisten bevorzugt ca. 40 nm betragen soil, Anhand der GroBe der 
5 zu trennenden Viren und dem daraus resultierenden GroBenunterschied kann 
der Fachmann einen Filter mit einer zur Trennung der zu trennenden Viren 
geeigneten PorengroBe auswahlen. Die Wirksamkeit des oder der ausgewahl- 
ten Filter kann dann leicht anhand von einfachen Filtrationsexperimenten 
routinemaBig getestet werden. 

to 

So eignet sich beispielsweise ein Filter mit einer Porenweite, die cine 
Titerreduktion von Viren mit einem Durchmesser von uber ca. 50 nm 
ermoglicht, vorzugsweise die oben bereits erwahnte Pall-Ultipor VF DV50 
Membran oder die Asahi-Planova 35-Membran, besonders vorteilhaft zur 
15 Trennung von rAAV-Partikeln und Adenoviren. Insbesondere diese Filter 
ermoglichen nicht nur die im wesentlichen quantitative Abscheidung infektio- 
ser Adenoviren aus der Mischpopulation, sondern auch eine hohe Ausbeute 
an rAAV-Partikeln von ca. 70-90%. 

20 Die BegrifFe "Porenweite", "Abscheiderate", "WirkgroBe" oder "Porenweite, 
die eine Abscheidung von Partikeln mit einer bestimmten MindestgroBe 
erlauben", die von verschiedenen Filterherstellern verwendet werden, sind im 
Sinne der vorliegenden Erfindung aquivalente BegrifFe. 

25 Der Begriff Virus bzw. Viren umfaBt im Sinne der vorliegenden Erfindung 
nicht nur naturlich vorkommende Viren oder gentechnisch veranderte, soge- 
nannte rekombinante Viren, sondern auch Virus-Partikel, d. h, infektiose wie 
auch nicht-infektiose Viren, virus-ahnliche Partikel ("VLP"), wie z. B, 
Papillomavirus-ahnliche Partikel gemaB WO 96/11272, und Capside, die Nu- 

30 kleinsauren enthalten, aber auch leer sein konnen und Teile davon, ins- 
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besondere eine oder mehrere, vorzugsweise mehrere Untereinheiten bzw. 
Capsomere, vor allem . wenn mehrere Capsomere derart assoziiert bzw. 
verbunden sind, daB sie mindestens ca. 50%, vorzugsweise mindestens ca. 
80%, vor allem ca. 90% des Capsids ausmachen. Die Viren haben vor 
5 allem eine im wesentlichen kugelige Form, insbesondere mit Ikosaeder- 
Symmetrie. 

GemaB der vorliegenden Erfindung komien die Viren nach ihrer GroBe in 
folgende drei Gruppen eingeteilt werden: 

10 

Die erste Gruppe reprasentiert Viren mit einem Durchmesser bis 5:u ca. 60 
nm, die sich im allgemeinen beispielsweise von Flaviviridae mit einem 
Durchmesser von ca. 40-60 nm, wie z. B. Flavivirus oder Hepatitis C 
Virus (HCV) ableiten, von Papillomaviren mit einem Durchmesser von ca, 

15 55 nm, wie z. B, die humanen Papillomaviren 16 oder 18 (HPV 16, HPV 
18), von Papovaviren mit einem Durchmesser von ca, 45 nm, wie z. B. 
das Polyomavirus, von Hepadnaviren mit einem Durchmesser von ca. 22-42 
nm, wie z. B. das Hepatits B Virus (HBV), von Picomaviren mit einem 
Durchmesser von ca. 22-30 nm, wie z, B. Hepatits A Virus (HAV) oder 

20 Poliovirus, oder von Parvoviren mit einem Durchmesser von ca. 18-26 nm, 
wie z. B. Adenoassoziierter Virus (AAV) oder rAAV-Partikel mit einem 
Durchmesser von ca, 25 nm. 

Die zweite Gruppe reprasentiert Viren mit einem Durchmesser von ca. 60 
25 nm bis zu ca. 120 nm, die sich im allgemeinen beispielsweise von Influen- 
zaviren mit einem Durchmesser von ca. 80-120 nm ableiten, von Retroviren 
mit einem Durchmesser von ca. 80-120 nm, wie z. B. Onkoviren, Lentivi- 
ren, wie beispielsweise HIV-1 oder HIV-2, Spumaviren oder HTLV-Viren, 
von Adenoviren mit einem Durchmesser von ca. 65-90 nm, von Reoviren 
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mit einem Durchmesser von ca. 60-80 nm, wie 2. B. Coltivims oder 
Rotavirus, oder von Togaviren mit einem Durchmesser von ca. 60-70 nm. 

Die dritte Gruppe reprasentiert Viren mit einem Durchmesser von ca. 120 
5 nm bis zu ca, 250 nm, die sich im allgemeinen beispielsweise von Para- 
myxoviren mit einem Durchmesser von ca. 150-250 nm ableiten oder von 
Herpesviren mit einem Durchmesser von ca. 120-200 nm, wie z. B. HSV-1 
Oder HSV-2, CMV oder EBV. 

10 Gemali der vorliegenden Erfindung lassen sich die Viren aus einer der oben 
genannten Gruppen besonders vorteilhaft von Viren aus den anderen Gruppen 
trennen. Es lassen sich aber auch unterschiedliche Viren, die ein und 
derselben der oben genannten Gruppen angehoren, voneinander trennen, 
sofem ein ausreichender GroBenunterschied, vorzugsweise wie oben bereits 

15 naher beschrieben, vorhanden ist. Insbesondere lassen sich die Viren aus der 
ersten Gruppe von den Viren aus der zweiten und/oder dritten Gruppe 
trennen, vor allem lassen sich AAV-Panikel besonders vorteilhaft von 
Adenoviren und/oder Herpesviren trennen. 

20 Das erfindungsgemafie Verfahren ermoglicht beispielsweise in besonders 
vorteiihafter Weise die Abscheidung von Adenoviren sowohl im Falle von 
z. B. durch eine oder mehrere Dichtegradienten vorgereinigtes als auch von 
nicht gereinigtem Material aus den Uberstanden beispielsweise einer rAAV 
Kultur, wobei die Adenoviren im Retentat verbleiben und die rAAV-Partikel 

25 sich im Filtrat befinden. Vorteiihafter weise wird vor der eigentlichen Tren- 
nung der gewunschten Viren eine Vorfiltration, wie unten naher beschrieben, 
durchgefuhrt. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens 
30 erstreckt sich daher auf eine Vorreinigung der Virus-enthaltenden Losung, 
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beispielsweise uber einen oder mehrere Dichtegradienten und/oder uber eine 
Oder mehrere Vorfiltrationen. Besonders bevorzugt ist eine Vorreinigung mit 
Hilfe eines oder mehrerer Membranfilter, die die zu trennenden Viren 
passieren lassen, groBere Verunreinigungen jedoch zuriickhaiten. Durch die 

5 Vorreinigung wird im allgemeinen eine Verstopfung des Filters, der die 
anschlieBende Trennung der gewiinschten Viren bewirkt, durch Bestandteile 
der Viruskulair, die auch durch Zentrifugation bei niedriger Drehzahl nicht 
bzw. nicht ausreichend zu entfernen sind, verhindert bzw, erschwert. Hierbei 
besitzt der Membranfilter zur Vorreinigung beispielsweise von Viren aus der 

10 oben genannten ersten Gruppe eine Porenweite von mindestens ca. 60 nm, 
zur Vorreinigung von Viren aus der ersten und/oder zweiten Gruppe eine 
Porenweite von mindestens ca. 120 nm bzw. zur Vorreinigung von Viren 
aus der ersten, zweiten und/oder dritten Gruppe eine Porenweite von minde- 
stens ca, 250 nm. Beispielsweise ist ein Membranfilter mit einer Porenweite 

15 von ca. 100 nm, wie z. B. der Ultipor Ng^-Filter (Pall GmbH, 63303 
Dreieich), besonders gut geeignet zur Vorreinigung einer Mischpopulation 
aus rAAV-Partikeln und Adenoviren. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform wird der pH-Wert der Virus- 
20 enthaltenden Losung mit Hilfe geeigneter Puffer, beispielsweise Tris Cl-PufFer 
(Tris(hydroxymethyl)aminomethan), auf ca. 6-10, vorzugsweise auf ca. 7,0- 
8,5, insbesondere auf ca. 8,0 eingestellt, wodurch beispielsweise die Aus- 
beuten vorzugsweise an AAV erhoht werden konnen. Es ist auch besonders 
bevorzugt, wenn die Virus-enthaltende Losung zusatzlich Protein bzw. 
25 Polypeptide z. B. in Form von fotalem Kalberserum (FCS) oder Serumalbu- 
min, enthalt, wobei die Art bzw. Herkunft des Proteins nicht wesentlich ist, 
Der Anteil an Protein, z.B. in Form von FCS, betragt im allgemeinen nicht 
mehr als ca. 30% (v/v), vorzugsweise ca. 15% (v/v), insbesondere ca. 10% 
(v/v). 

30 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien 
Verfahrens werden mindestens ca. 1-10 ml, vorzugsweise ca, 2-5 ml, 
insbesondere ca. 3 ml der Viais-enthaltenden Losung pro ca. 1 cm^ Filt- 
eroberflache, vor allem nicht mehr als ca. 2-2,5 ml Losung pro ca. 1 cm^ 

5 Filteroberflache filtriert. Hierdurch wird im allgemeinen eine hohe Ausbeute 
beispielsweise der rAAV-Partikel bei gleichzeitiger Abscheidung beispiels- 
weise der Adenoviren erreicht. Insbesondere ist es bevorzugt, vor der 
eigentlichen Trennung Zelibestandteile in der Viruskultur durch Zentrifugation 
bei niedriger Umdrehungszahl, beispielsweise bis zu ca. der lOOOfachen 

10 Erdbeschleunigung (lOOOg), vorzugsweise bis zu ca. 500g, insbesondere bis 
zu ca. 300g, abzutrennen. Daruberhinaus ist es vorteilhaft, anschlieflend eine 
oben bereits naher beschriebene Vorfiltration durchzufuhren. Auf diese Weise 
konnte beispielsweise nach Abtrennung der Zelibestandteile bei ca. 300g und 
Vorfiltration der Mischpopulation uber einen Membranfilter mit einer Poren- 

15 groBe von ca. 100 nm die Kapazitat eines Filters mit einer PorengroBe von 
ca. 50 nm zu 2 ml/cm^ Filteroberflache bestimmt werden. Mit Kapazitat im 
Sinne der vorliegenden Erfindung ist das Volumen gemeint, das pro Fla- 
cheneinheit Filteroberflache eine hohe Ausbeute an den gewunschten Viren 
gewahrleisiet. 

20 

Die Vorteile des erfindungsgemafien Verfahrens sind vor allem eine einfache, 
kostengunstige und daher auch im industriellen MaBstab anwendbare Tren- 
nung von Viren unterschiedlicher GroBe unter besonders schonenden Bedin- 
gungen, wodurch in besonders vorteilhafter Weise eine hohe Ausbeute von 

25 gereinigten Viren erhalten wird. Ein weiterer Vorteil der vorliegenden 
Erfindung ist es, daB die erfindungsgemaB gereinigten Viren beispielsweise 
direkt als virale Vektoren fur die Gentherapie eingesetzt werden konnen, da 
sie ausreichend frei von anderen, beispielsweise pathogenen Viren sind. So 
konnte beispielsweise in einer nach dem erfindungsgemafien Verfahren 

30 gereinigten rAAV-enthaltenden Losung keine Adenoviren anhand eines 
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Replikationstestes, bei clem die Entstehung eines zytopathischen Effekts bei 
permissiven Zellen innerlialb eines Zeitraumes von beispielsweise 14 Tagen 
nach Koinkubation mit einer entsprechenden Losung auf die Anwesenheit von 
infektiosen Adenoviren hinweisen wiirde, nachgewiesen werden. Auch konn- 
ten mit Hilfe der PCR-Reaktion und DNA-Hybridisierung eine Reduktion 
adenoviraler Nukleinsauren um einen Faktor von mindestens ca, 3 x 10^, 
vorzugsweise um das ca. ICP-lO^fache nachgewiesen werden. Der im Filtrat 
verbleibende geringe Restanteil adenoviraler DNA ist jedoch nicht mit 
replikationskompetenten Adenoviren assoziiert und somit unschadlich. Die 
Verringerung adenoviraler Bestandteile, wie z. B\ freie Adenovirus-Proteine 
und subvirale Partikel, war besonders iiberraschend, da diese Bestandteile 
durchaus eine unspezifische Immuriantwort bei der Anwendung viraler 
Vektoren in der Gentherapie am Patienten auslosen koimen und folglich die 
Therapie in Frage stellen konnten. Die Titerreduktion, d. h. der Faktor der 
Verminderung des Titers der abzutrennenden Viren, betrug beispielsweise bei 
Adenoviren gemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren mehr als log9, d. h. 
nach der erfindungsgemiiBen Filtration einer Mischpopulation aus rAAV- 
Partikeln und 10^ Adenoviren, wurde kein Adenovirus im Filtrat nachgewie- 
sen. 

Die folgenden Beispiele soil die Erfindung naher erlautem, ohne sie darauf 
zu beschranken: 

Beispiele 
Beispiel 1 

Filtration einer Mischpopulation aus rAAV-Partikeln und Adenoviren 
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1.1 Es wurde eine Mischpopulation von rAAV Typ 2-Partikeln, die als 
Transgen das fur T-Zellen kostimulierende Protein B7-2 kodierende Gen 
enthalten. und Wildtyp Adenovirus Typ 5 nach der Vorschrift von 
Chiorini, J. A. et al. (1995, supra) liergestellt, wobei 3 Tage nach der 
5 Infektion mit den Adenoviren, die Zellen, die bereits einen starken 

zytopatischen Effekt zeigen, einschlieBlich des Uberstandes gesammelt 
wurden. AnschlieBend wurden die Zellen mit Uberstand durch dreimali- 
ges Einfrieren und Auftauen aufgeschlossen. Unlosliche Zellbestandteile 
wurden durch eine lOminutige Zentriftigation bei 300 g abgetrennt. 

10 AnschiieBend wurde der Anteil an fotalem Kalberserum (PCS) auf 10% 

eingestellt und zu der Praparation Tris CI-PufFer (pH 8,0) bis zu einer 
Endkonzentration von lOOmM gegeben. Die von unlosiichen Zellbestand- 
teilen abgetrennte und eingestelite Praparation wurde mit 2,5 bar auf 
ein Filtersystem beaufschlagt, das eine Pall-UItipor Ngg-Membran (Fa. 

15 Pall GmbH. 63303 Dreieich) mit einer Wirkgrofie von 0,1 /xm als 

Vorfilter sowie eine Pall-Ultipor VF DV50-Membran zur Trennung der 
beiden Viren enthalt. Auf diese Weise wurden nicht mehr als 2 ml der 
Praparation pro 1 cm- Filteroberflache filtriert. 

20 1.2 Ausgangsmaterial war der Zellkulturiiberstand von rAAV-Partikeln nach 
dem Protokoll von Chiorini, J. A. et al. (1995, supra). Drei bis vier 
Tage nach Infektion der Zellen mit dem Adenovirus wurden die Zellen 
mitsamt des Uberstandes vereinigt. Zu der Praparation wurde Tris-CI- 
Puffer (pH 8,0) zu einer Endkonzentration von 30 mM gegeben. Die 

25 Suspension wurde zum Aufbrechen der Zellen dreimal eingefroren und 

aufgetaut. Der Schritt der Aufkonzentration der Viren durch eine CsCl- 
Dichtegradientenkdnzentration wurde im AnschluB an die Filtration 
durchgefuhrt. 
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Die Praparation wurde auf ein Filtersystem beaufschlagt, das aus einem 
Vorfilter und aus einem Planova 35-Hohlfaser-Filtrationselement mit 
einer WirkgroBe von 35 nm besteht. Der Vorfilter wurde mit einem 
Druck von 1,5 bar, der Planova 35-Fiker mit einem Dnick von 0,5 
5 bar beaufschlagt. Die Menge des filtrierten Volumens betrug beim 

Vorfilter hochstens 2,5 ml pro cm^ Filteroberflache und beim Planova 
35-Filter hochstens 7 ml pro cm^ Filteroberflache, 

Beispiel 2 

10 

Replikationstest 

I. Ein Tell einer rAAV-Praparation wurde wie in Beispiel 1 mit einem 
Filtersystem, das 5 cm^ Filteroberflache hat, fiUriert. Die Filtrate wurden in 

15 mehreren Aliquots zu 1,5 ml gesammelt. Ein Kontroll-Aliquot verblieb 
unfiltriert. Von den filtrierten Aliquots sowie von der unfiltrierten Kontrolle 
wurden jeweils sieben 1: 10-Verdunnungsstufen hergestellt. Fiir den Replika- 
tionstest wurden HeLa-Zellen in 48-Napf-Platten als konfluente Zellschicht 
angewachsen. Der Uberstand wurde aus den Napfen bis auf 100 ^1 Restvo- 

20 lumen abgezogen. Von der Verdunnungsreihe eines jeden filtrierten Aliquots 
sowie von der unfiltrierten Kontrolle wurden jeweils 100 ^1 in je einen 
Napf uberfiihrt. Nach 3 h Adsorption der Viren an die Zellen wurden 500 
fjil VoUmedium zugegeben. Uber einen Zeitraum von einer Woche wurde 
taglich kontroUiert, ob sich ein zytopathischer Effekt (CPE) zeigt. Bei 

25 Bedarf wurde das Medium gewechselt. Der CPE wiirde durch die Replika- 
tion der Viren in den HeLa-Zellen bewirkt. Letztlich endet die Replikation 
mit dem Tod der infizierten Zelle und mit der Freisetzung der Nachkom- 
menviren. 
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Tabelle I zeigt ein typisches Ergebnis. Wahrend bei der unfiltrierten Kon- 
trolle bis zur 4. Verdiinnungsstufe ein CPE nachweisbar war, war die 
Zellschicht bei alien untersuchten filtrierten Aliquots nach 7 Tagen intakt. 
Dies bedeutet bei dem unfiltrierten Material einen Titer infektidser Adenovi- 
5 ren von grolienordnungsmaBig 10^/ml, wahrend sich in dem filtrierten 
Material kein intektioses Adenovirus mehr befindet. Ein vergleichbarer Titer 
war im Retentat, also in dem Material, das sich direkt uber der Membran 
befand und gesammelt wurde, nachweisbar. 

10 Tabelle 1 

Ausbildung eines zytopathischen Effekts 7 Tage nach Koinkubation von 
HeLa-Zellen mit filtrierten und unfiltrierten Verpackungsiiberstanden 
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IL Von einer Adenovirus-Praparation, die mit einer Casiumchlor id-Die hte- 
gradientenzentrifugation aufkonzentriert wurde, wurde der Adenovirus-Titer, 
wie oben beschrieben, bestimmt, Es wurden gemali dieser Titerbestimmung 
10^ Adenoviren/ml in MEM-Medium mit 10 % PCS und 50 mM Tris Cl 

5 (pH 8,0) aufgenommen. Von dieser Adenovirus-Suspension wurden 10 ml 
mit einem in Beispiel 1 beschriebenen Filtersystem behandelt, d. h. es 
wurden insgesamt 10^ infektiose Adenoviren appliziert. Die resultierenden 10 
ml Filtrate wurden auf eine 175 cm^-Kulturflache mit 80 % konfluenten 
HeLa-Zellen verbracht. Die Flasche wurde 5 Tage inkubiert. Nach diesem 

10 Zeitraum zeigte sich kein CPE. Da die Zellen zu diesem Zeitpunkt kon- 
fluent waren und da eine langere Versuchsdauer angestrebt wurde, wurden 
sie 1:5 gesplittet. Die fiinf resultierenden HeLa-Kulturen wurden dann uber 
einen weiteren Zeitraum von 5 Tagen beobachtet. Es zeigte sich nach wie 
vor kein CPE. Daraus wurde auf eine vollstandige Abwesenheit von infek- 

15 tiosen Adenoviren im Filtrat geschlossen. 

Beispiel 3 

Nachweis adenoviraler Nukieinsauren 

20 

a) RT-PCR-Reaktion 

Eine rAAV-Teilpraparation vmrde wie in Beispiel 1 geschildert filtriert; ein 
Teil verblieb zur KontroUe unfiltriert. Es wurden jeweils 3 x 10^ Zellen der 
Melanomzellinie M3HK auf einer 75 cm^-Zellkulturflasche angewachsen. Vier 
derartige Flaschen wurden vorbereitet und einer Rontgenstrahlung von 50 Gy 
ausgesetzt. Die Rontgenstrahlung forderte die rAAV-vermittelte Fremdgen- 
expression sehr stark. Das Medium wurde jeweils abgezogen und in jede 
Flasche wurden L.5 ml VoUmedium ohne Serum gegeben. ZusatzHch wurden 
dann in eine der Flaschen 0,5 ml des unfiltrierten Kontroll-Uberstandes, in 
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zwei der Flaschen jeweils 0,5 ml von zwei filtrierten Aliquots und in eine 
Flasche Medium als NegativkontroUe gegeben. Nach 3 Tagen Inkubation bei 
37 "^C und 10 % CO2 wurden aus dem Zellmaterial jeder Flasche eine 
RNA-Praparation (Chomchinski, P. und Sacchi, N., Anal. Biochem. 162, 
156-159, 1987) durchgefuhrt. Die RNA-Praparation wurde einer semiquantita- 
tiven RT-PCR-Reaktion unterzogen. Zum Nachweis adenoviraler Transkripte 
sowie des ubiquitaten B-Aktin-Transkriptes wurden die von Gotten und 
Mitarbeitern beschriebenen Primerpaare (Gotten, M., Virology, 205, 254-261, 
-1994) verwendet. 

Wahrend bei der unfiltrierten Kontrolle das adenovirale ElA-Transkript in 
vier von 5 Verdunnungsstufen nachweisbar war, konnte dieses Transkript in 
den mit den filtrierten Aliquots sowie bei der NegativkontroUe nicht nach- 
gewiesen werden. B-Aktin-Transkripte waren dagegen in alien Parallelen 
nachweisbar. 

b) DNA-Hybridisierung 

Ausgangsmaterial war eine wie in Beispiel 1 beschriebene filtrierte rAAV- 
Praparation sowie zur Kontrolie ein unfiltriert belassenener Anteil davon. Zu 
den filtrierten Aliquots sowie der unfiltrierten Kontrolie wurden Tris Gl (pH 
7,8) bis zu einer Endkonzentration von 0,01 M, EDTA bis zu einer End- 
konzentration von 0,005 M und SDS bis zu einer Endkonzentration von 
0,5 % sowie Proteinase K bis zu einer Endkonzentration von 20 mg/ml 
zugegeben und 20 min bei 56 ""C inkubiert. 

50 \A der Proteinase K-behandelten Proben wurden zur Denaturierung in 200 
pX 0,5 N NaOH aufgenommen. Hiervon wurden acht 1 : 10-Verdunnungen in 
0,5 N NaOH hergestelit: Zusatzlich wurde als Standard von einer bekannte 
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Menge eines Plasmides mit der zu detektierenden DNA-Sequenz in analoger 
Weise eine Verdiinnungsreihe hergestellt. Die Verdiinnungsreihen wurden auf 
eine Nylonmembran aufgedottet. Die Membran wurde bei 80°C zur kovalen- 
ten Bindung der DNA inkubiert und danach einer Southern-Hybridisierung 

5 mit einer fur Adenovirus-DNA spezifischen markierten Probe unterzogen 
(Chiorini, J. A. et al. (1995), supra). Als Probe wurde ein Digoxygenin- 
markiertes Restriktionsfragment mit dem ElA-Gen des Adenovirus verwendet. 
Die Adenovirus-EIA-DNA auf der Nylonmembran wurde mittels immunologi- 
schem Digoxygenin-Nachweis (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim) 

10 sichtbar gemacht. In der kleinsten Verdiinnungsstufe des ElA-Kontrollplasmi- 
des wurden 2 x 10^ einzelstrangige DNA-Molekiile aufgetragen. Die kleinste 
Verdiinnungsstufe der unfiltrierten KontroUe, bei der Material nachweisbar 
ist, zeigte absolut etwa 5 x 10^ Adenovirus-Genome. Dies wurden etwa 1 
X 10^^ Genome/ml in der AAV-Praparation entsprechen. Bei den filtrierten 

15 Aliquots ist in den meisten Fallen in der kleinsten Verdiinnungsstufe ein 
schwaches Signal zu erkennen, das gegeniiber der unfiltrerten Kontrolle etwa 
um einen Faktor 3 x 10^ bis 1 x 10"* schwacher ist und 1 x 10^ bis 3 x 
10^ Genome/ml der AAV-Praparation reprasentieren wurde. Die in Beispiel 
2 geschilderten Tests zeigten jedoch, daB diese Genome in den filtrierten 

20 Aliquots nicht mit infektiosen Partikeln assoziiert, sondern in nicht-infektioser 
Form vorliegen. Durch die Filtrationstechnik wurde eine Abreicherung dieser 
Adenovirus-Genome um einen Faktor 3 x 10"^ bis 1 x 10^ erzielt. 

25 Beispiel 4 

Nachweis des adenoviralen Strukturproteins IX im Western-Blot 

Das Fehlen des adenoviralen Strukturproteins IX im Filtrat wurde mit 
30 spezifischen Antikorpern im Western-Blot nachgewiesen. Von filtrierten 
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Aliquots sowie von unfiltrierten Kontrollen wie auch von Adenovirus-Prapa- 
rationen wurden jeweils 2 ^1 zusammen mit Gelauftragspuffer in eine Spur 
eines Proteingels geladen. Das Material wurde elektrophoretisch getrennt 
(Laemmli. U. K.. Nature 227, 680-685. 1970) und auf eine Nitrozeilulose- 
membran elektrogeblottet. Der Western-Blot wurde mit dem fur das Adeno- 
virus-Strukturprotein IX spezifischen Kaninchen-Antiserum inkubiert. Spezi- 
fische Banden wurden mit Standard-Techniken sichtbar gemacht. Es zeigte 
sich, daB das Strukturprotein IX durch die Filtration abgetrennt wurde. 



10 



BNSOOCIO; <WO 9839420A1> 



PatentanspiTiche 

1. Verfahren zur Trennung von Viren unterschiedlicher GroBe, dadurch 
gekennzeichnet, daB eine Virus-enthaltende Losung filtriert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Virus- 
enthaltende Losung uber eine oder mehrere Fiitermembranen filtriert 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Filter- 
membran aus Polyvinylidenfluorid, Polytetrafluormethylen, Polypropylen, 
modifiziertes oder nicht-modifiziertes Polyethersulfon, Zelluloseacetat, 
Zellulosenitrat, Polyamid, oder regenerierte Zellulose, beispielsweise 
Cuprammoniuin-regenerierte Zellulose, vorzugsweise aus Polyvinyliden- 
fluorid besteht. 

4. Verfahren nach einem der Anspniche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB der oder die Fiitermembranen eine Porenweite von hochstens bis zu 
ca, 120 nnu insbesondere von hochstens bis zu ca. 60 nm, vor allem 
von hochstens bis zu ca. 50 nm, vorzugsweise von ca. 25-60 nm 
besitzt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1-4, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Viren eine GroBe von bis zu ca. 250 nm, vorzugsweise bis zu ca. 
120 nm, insbesondere bis zu ca. 70 nm, vor allem bis zu ca. 60 nm 
besitzen. 



6. 



Verfahren nach einem der Anspruche 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB 
der GroBenunterschied der zu trennenden Viren mindestens ca. 5 nm, 
vorzugsweise mindestens ca. 10 nm, insbesondere mindestens ca. 20 
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nm, vor allem mindestens ca, 30 nm unci am meisten bevorzugt ca. 40 
nm betragt. 

Verfahren nach etnem der Anspriiche 1-6, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Viren eine im wesentlichen kugelige Form, insbesondere mit Ikosae- 
der-Symmetrie besitzen. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-7, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Viren ausgewahlt sind aus einer ersten Gruppe von Viren mit 
einem Durchmesser bis zu ca. 60 nm, aus einer zweiten Gruppe von 
Viren mit einem Durchmesser von ca. 60 nm bis zu ca. 120 nm und/- 
oder einer dritten Gruppe von Viren mit einem Durchmesser von ca, 
120 nm bis zu ca. 250 nm. 

Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Viren aus 
der ersten Gruppe abgeleitet sind von Flaviviridae, Papillomaviren, 
Papovaviren, Hepadnaviren, Picornaviren oder Parvoviren, insbesondere 

von AAV. 

Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekemizeichnet, daB die 
Viren aus der zweiten Gruppe abgeleitet sind von Influenzaviren, Retro- 
viren, Adenoviren, Reoviren oder Togaviren, insbesondere von Adenovi- 
ren. 

Verfahren nach einem der Anspruche 8-10, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Viren aus der dritten Gruppe abgeleitet sind von Paramyxoviren 
Oder Herpesviren, insbesondere von Herpesviren. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1-11, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Virus-enthaltende Losung vorgereinigt wird. 
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1-12, dadurch gekennzeichnet, daB 
die genannte Vorreinigung uber einen oder mehrere Dichtegradienten 
und/oder uber eine oder mehrere Vorfiltrationen erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dafi bei der 
genannten Vorrtltration ein oder mehrere Membranfilter verwendet 
werden. 

Verfahren nach Anspruch 14. dadurch gekennzeichnet, dali der oder die 
Membranfilter zur Vorreinigung von Viren aus der ersten Gruppe 
gemalJ Anspruch 8 oder 9 eine Porenweite von mindestens ca. 60 nm, 
zur Vorreinigung von Viren aus der ersten und/oder zweiten Gruppe 
gemaB einem der Anspriiche 8-10 mindestens ca, 120 nm und zur Vor- 
reinigung von Viren aus der ersten, zweiten und/oder dritten Gruppe 
gemaB einem der Anspriiche 8-11 mindestens ca. 250 nm besitzen. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-15, dadurch gekennzeichnet, daB 
der pH-WcrL der Virus-enthaltenden Losung ca. 6-10, vorzugsv^eise ca. 
7.0-8,5, insbesondere ca. 8,0 betragt. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-16, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Virus-enthaltende Losung zusatzlich Protein enthalt. 

Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet. dali die genannte 
Losung Protein in Form von fotalem Kalberserum oder Serumalbumin 
enthak. 

Verfahren nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Anteil am Protein nicht mehr als ca. 30% (v/v), vorzugsweise ca. 15% 
(v/v), insbesondere ca. 10% (v/v) betragt. 
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20. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-19, dadurch gekennzeichnet, daB 
mindestens ca. MO ml Losung pro ca. 1 cm^ Filteroberflache, vor- 
zugsweise ca. 2-5 ml Losung pro ca. 1 cm^ Filteroberflache, insbeson- 
dere nicht mehr als ca. 2-2,5 ml Losung pro ca, 1 cm^ filtriert wer- 
5 den. 
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GEANDERTE ANSPROCHE 

[beim Internationalen Buro am 6, August 1998 (05,08.98) eingegangen; 
ursprungliche Anspriiche 1 und 20 geandert; alle weiteren Anspruche 

unverandert (2 Seiten)] 



1. Verfahren zur Trennung von Viren unterschiedlicher GroBe, dadurch 
gekennzeichnet, daB ca. 1-10 ml pro ca. 1 cm^ Filteroberflache einer 

5 Virus-enthaltenden Losung filtrien wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die Vinis- 
enthaltende Losung liber eine oder mehrere Filtermembranen filtriert 
wird. 

10 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Filter- 
membran aus Polyvinylidenfluorid, Polytetrafluormethylen, Polypropylen, 
modifizienes oder nicht-modifizienes Polyethersulfon, Zelluloseacetat, 
Zellulosenitrat, Polyamid, oder regenerierte Zellulose, beispielsweise 

15 Cuprammonium-regeneriene Zellulose, vorzugsweise aus Polyvinyliden- 

fluorid besteht. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB der oder die Filtermembranen eine Porenweite von hochstens bis zu 

20 ca. 120 nm, insbesondere von hochstens bis zu ca. 60 nm, vor allem 

von hochstens bis zu ca. 50 nm, vorzugsweise von ca. 25-60 nm 
besitzt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1-4, dadurch gekennzeichnet, daB 
25 die Viren eine GroBe von bis zu ca. 250 nm, vorzugsweise bis zu ca. 

120 nm, insbesondere bis zu ca, 70 nm, vor allem bis zu ca. 60 nm 
besitzen. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1-5, dadurch gekennzeichnet. daB 
30 der Groflenunterschied der zu trennenden Viren mindestens ca. 5 nm. 
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Verfahren nach Anspmch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, daC der 
Anteil am Protein nicht mehr als ca. 30% (v/v), vorzugsweise ca. 15% 
(v/v), insbesondere ca. 10% (v/v) betragt. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-19, dadurch gekennzeichnet, dal3 
ca. 2-5 ml Losung pro ca. 1 cm^ Filteroberflache, insbesondere nicht 
mehr als ca. 2-2,5 ml Losung pro ca. 1 cm^ filtriert werden. 
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